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苏 云 金 杆 菌 以 色 列 变种 的 晶体 及 其 对 
蚊 幼 虫 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 影响 
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HE ARP SRE AWA SeP RL ARH ERMA VETERE RODS. A 
分 别 非得 纯度 989 KETE. PARDEE 3 PAU REM, ARR MAE A oh SE BE A 
fh. PETS TEE. SERRE RRR A BR RAB SS HEG. KZ 
FE AREAS 2 CORE RRS MD EI Pe AOR IN Le» PIR EL, 
EERO HERR. 


SU AOD BA RU EL ARR 


FRE SDL TS Bh Bacillus thuringiensis var, israclensis 《简称 B. 2. 7.) 对 多 种 
RABAR ACERT. TEESE DAIS CERISE, 1980: “ERR, 1981; Baris, 
1978; ‘Uyrell 等 ，1979)。 ROP B. zn A MEIE A AA (ate dp 1983; pb 
ee 6 1982)., (LLIB ST B TEREA Aita h RoR E NRR SEIL E E NEN EERI 
WAR UL ee RA AR A A TE Tee GRE A Ey B. RERA EE BI Nko 

材料 与 方法 

L 咏 体 与 村 孢 混合 物 的 制备 ”以 法 国 巴 斯 德 研 究 所 的 B. 上 标准 昔 粉 (上 海 昆虫 研 
究 所 1983 年 提供 )》 分 离 苗 株 并 接种 在 固体 培养 基 ( 和 牛肉 宵 0.3%, BADR 1%, HE 
0.3%, NaCl 0.2%, KH,PO, 0.1%, PER 2%, Rk 100 EFt, pH7.2) 上 ,于 28—30 
RFF 4 一 10 KLIMA 0.01% Triton 的 LM NaCl YAR BE PT Ree 2 AE EE PERE iS 
Fe, RAIE RAER EL 10,000 转 / 分 C4°C) 离心 10 4h EEE AB 
和 孢子 混合 物 放 4°C 冰箱 贮 在 。 

2. SEE REE ES DS GREE ROI B Milne 等 《1977) WERA (1980) 的 方 
法 ,除了 用 国产 泛 影 葡 胺 50% 和 80% PREEPELAR REE A BG Bae PER RE OE 
DGE-U 型 在 5 HARSANA RB Ba PRIMA De 0.01% Triton 的 1MNaCl 溶 
滚 的 晶体 和 孢子 混合 物 0.2 EF CHEAPLY 20 5) ,在 日 立 55 p-2 型 离 心机 的 水 平 转 
F 28,000 xg, PCR 30 DHL ILE RS EAE 

3. HESE KERRE oe Le ok EA Bz HU-12A 电镜 镜 
he bb Bho 


本 文 于 1984 年 6 AH 
* 本 工作 次 丹 中 国 科学 院 科 学 基金 的 资助 。 生 物 系 电镜 宝 , 术 所 前 次 传 同志 拍 巾 系 印 巾 片 * 在 此 趟 示 感 谢 。 
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4. 生物 测定 ”用 密度 梯度 分 离 的 晶体 和 芽孢 分 别 以 1 微克 /每 毫升 的 浓度 配 成 100 
BTA RBS EL 3 龄 幼虫 ,每 24 小 时 检查 死 虫 数 。 

5. 蚁 幼虫 中 肠 的 胰 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 活性 测定 

ish Bes Re Culex pipiens fatigans FURR ee Armigeres subalbatus 4 龄 幼虫 
(第 2 天 ) 每 次 各 30 头 放 人 含有 400 毫升 菌 液 (97 x 10° Fad F / SET AR SY B. ti. 
HOME), B28 恒温 箱 ,经 幼虫 取 食 10 分 钟 , 1 小 时 、4 小 时 和 8 小 时 后 取出 ,冰冻 
麻醉 解剖 中 肠 , 作 测定 两 种 蛋白 酶 活性 的 样品 ,测定 虫 数 分 别 为 18—20 Ko 
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4 
图 1 B. s. i 的 密度 梯度 离心 结果 
1. 上 部 ;营养 体 碎 片 ? 中 部 ,晶体 ;下 部 , 芽 钨 2 一 4. 晶体 的 各 种 形态 〈 电 镜 照 片 除 2 为 
2500 X Yh, HA Hy 4 5000 X) 
箭头 指示 : 2 正中 圆 形 , 五 角形 ,右上 方 孵 形 3. 长 方形 +.RB, LAAKAR 
5.4g 5000x 
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REO MMR MAEM MASZ Yang 和 Davies(1968) 的 方法 ,后 
者 参考 Yang 和 Davies(1971) 的 方法 。 均 以 每 头 幼 虫 的 中 肠 经 匀 浆 、 离 心 后 的 50 微 升 上 
清 液 作 栈 溶液。 胰 蛋 白 酶 的 特异 性 底 物 用 对 甲 茶 磺 酰 -L- 粮 氨 酸 甲 醋 盐酸 盐 (p-tosyl-L- 
arginine methyl ester HCL, HR TAME, Sigma 公司 进口 )。 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 特异 性 底 物 
用 N- JR Bi-L-A ARE AER (N-glutaryl-L-phenylalanine p-nitroanilide。 简 
称 GPNA, Sigma AIEO) RES BHAI (SAREE) LE 721 型 分 光 兆 度 计 在 580 
ROKR EK TREE EE, REFER (SRE) 在 410 ERKEK FEM 
REE 


结 Fs 


(一 ) 密度 梯度 离心 ”结果 如 图 1: 1, 可 看 到 三 条 带 , 上 面 为 营养 体 碎 片 ,中 间 为 最 
体 ,在 介质 浓度 60 一 65% 之 闻 , 平 均 译 力 密度 为 1.415 4 5a / ORs 下 面 为 车 钨 ,在 介质 浓 
度 70 一 75% 之 间 ,平均 浮力 密度 为 1.4952 克 / 厘 米 '。 晶 体 和 节 孢 分 离 的 纯度 可 达到 98 % © 
HAHERS H. TERIOR. IIB. Be. RIB. Te AS (图 1:2-4)。 用 分 离 
ERT OS AF Hea ot ee CEE ee a Bg Ba PA Re RAO OE ERR (LEE 
些 作用 CR 1, 61:5) 
Ml Bt i HRR BR Se I aR 


















































. UE 
组 刚 试验 次 数 KEE M gy | ea e 
nmo | weak g A a - -- 
Bt ahh | AS A | Fahy | S6 ait 
, 第 1 次 1.0 60 76.7 23.3 一 一 100.0 
Aa 体 第 2 次 1.0 Go 10020 一 一 一 100.0 
oe ot i 1 ye 1.0 60 0.0 6.0 6.7 15.0 21.7 
it HIR 1.0 ul 3.3 3.3 L7 L7 10.0 
* waive 0.0 en 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
对 MM 第 2 次 0.0 é0 6.0 0.0 020 L7 L7 











(=) B. ei MCSHANE ML A RER 
23800, TENSE RU seh A LR N. 2 
FTES OE ESEE! RN TEA RRIETA Ah SP I HE 
浴 等 多 种 因素 影响 有 头 。 上 述 两 种 蚊 幼 虫 经 不 同时 间 取 食 B ei TRB, 其 中 肠 内 上 
述 两 种 蛋白 酶 的 活 赃 均 比 正常 低 。 就 两 种 习 幼 虫 比 较 来 说 。 以 致 乏 库 习 的 胰 和 蛋白 酶 和 胰 
HEFL TE ES ETS PEAS SE ME Ko 

讨 ” 论 

我 们 的 试验 结果 表明 ，B. +. i， 毒 杀 数 幼虫 的 主要 成 分 是 品 体 , 其 晶体 有 多 种 形态 。 
Tyrell 等 (1981) 曾 提 到 在 B. 形成 孢子 时 ,产生 有 立方 形 、 双 棱锥 形 、 六 角形 、 球 
JE SERRE 2 一 3 个 品 体 。 每 种 品 体 是 否 部 有 毒性 ? 娜 种 晶体 的 毒性 最 大 9 这 是 值 
得 深 人 和 研究 的 。 我 们 从 分 离 Be t i. MOREE ES SES Mei 3 龄 幼虫 的 测定 发 现 有 些 素 
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图 2 B.r is 对 4 i CE AR) 中 肠 两 种 蛋白 玄 活 性 的 影响 
A. BRZE Culex pipiens fatigans B. WARITIX Armigeres subalbatus 1. IKI ARHAR TE 
PE (580 REMORE M. REILE RRR E (410 EROR RRE) 
D 正常 B 处 理 

性 ,与 王 瑛 等 (1981) RAMS 3 龄 幼虫 具有 毒性 的 结果 一 致 ， 这 对 今后 进 一 ， 
步 开展 B. t. i. 毒 杀 蚊 幼虫 的 作用 及 应 用 研究 是 有 帮助 的 。3. t. i 的 晶体 对 蚊 幼 虫 的 
毒 杀 作 用 ,除了 Barjac (1978) 报道 了 埃及 伊 疏 Aedes aegypti 幼虫 病变 的 组 织 学 观察 以 
外 ,目前 资料 不 多 。 我 们 的 试验 结果 表明 致 乏 库 蚊 和 台 扰 阿 蚊 4 龄 幼虫 取 食 B. 1. i. A 
粉 后 ,中 肠 的 膜 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 活性 均 受 影响 。Yang 和 Davies (1971) 曾 报 道 
埃及 伊 蚁 幼虫 期 中 肠 的 胰 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 活性 很 高 ， 主 要 是 消化 蛋白 质 食料 作 
AIRERIK, 生长 发 育 需 要 的 缘故 。 因 此 ，B3,. 1. i. 影响 这 两 种 蛋白 酶 的 活性 下 降 ， 
是 导致 致 乏 库 蚊 和 骚扰 阿玉 幼虫 死亡 的 原因 之 一 o 
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THE CRYSTALS OF BACILLUS THURINQIENSIS VAR. ISRAELENSIS 
AND THEIR EFFECT ON THE MIDGUT TRYPSIN AND CHYMO. 
_TRYPSIN ACTIVITIES OF MOSQUITO LARVAE 


Qw KU-JIA 
(Institute of Entomology of Zhongshan University) 


Ler QUN-BANG 
(Department of Biology of Zhongshan University) 


Crystals and spores from the strain Bacillus thuringiensis var. israciensts (B. t 7.) 
were purified by centrifugation of the prepared mixture in a urografin density gradi- 
ent. They have reached purities of 98% respectively. Hlectromicroscopical examination 
revealed that the crystals varied in size and shape and consisted spherical, ovoid, pen- 
tagonice, diamond, rectangular and amorphic components. Results of bioassay on the 
third instar larvae of Culex pipiens fatigana with purified crystal and spore preparations 
indicated that the erystals played a major role of killing the larvae while the spores also 
possessed certain larvicidal activity. The larval midguts of C. p, fatigans aud Arnigeres 
subalhatus showed trypsin and chymatrypsin activities which declined progressively af- 
ter treating the larvae on the second day of fourth instar with the bacterial suspen- 
shun. The eesults suggested that the larvieidal effect of B. & i manifested partially in 
the inhibition of mideut trypsin and chymotrypsin activities of the mosquito larvae. 

Key words Bacillus thuringiensis var. israelensis——mosquito  lavra-——trypsin 
———chymotrypsin 


